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研究成果の概要（和文）：重金属ストレス耐性が発達したリョウブ―内生菌共生系を対象に、内生菌の出現数、
化学的機能への137Csの影響を解析することで137Csが実生の重金属ストレス耐性に与える影響を評価した。nMDS
解析より土壌の137Cs濃度・重金属が内生菌出現数に影響することが示唆されたが、GLMM解析より有意に影響を
与える変数は確認されなかった。数種の内生菌において、重金属・放射線耐性に関与する物質産生に137Csの正
の影響が有意に確認された。以上より、重金属耐性に関与するリョウブ内生菌は137Csの影響をある程度受ける
が出現数・化学的機能は維持され、植物の重金属耐性への寄与には大きな変動が生じないと示唆された。
研究成果の概要（英文）：Due to the accident at the Fukushima Daiichi nuclear power plant, large 
amounts of 137Cs have been released into the atmosphere. Generally, root endophytes enhance 
environmental stress in plants. We evaluated the effect of 137Cs on the symbiosis between C. 
barvinervis and root endophytes, which enhance heavy-metal tolerance of the plant, analyzing the 
effect of 137Cs on isolation frequency of endophytes and their chemical characteristics. nMDS 
analysis showed that the isolation frequency was influenced by 137Cs concentration in soil. In 
contrast, GLMM analysis clarified that the isolation frequency of each species was not significantly
 influenced by 137Cs. GLMM analysis also clarified that Zn detoxicants or melanin productions by 
several endophytes showed significantly positive correlation with 137Cs concentration. We conclude 
that 137Cs would not remarkably influence symbiosis between C. barbinervis and root endophytes under
 heavy-metal stress.
研究分野：森林・環境生態化学
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1. 研究開始当初の背景 
	 東日本大震災における福島第一原子力発
電所の爆発事故により、放射性核種の広範囲
での分散が新たな環境問題として浮上した。
現在、森林地において落葉や土壌表層に高濃
度の放射性 Cs が確認されている。土壌の微
生物は森林生態系における炭素循環の要で
あり、様々な生物と共生し森林生態系の基礎
を作る重要な役割を担っているが、放射性核
種の影響を考えた場合、これら微生物種への
影響を考慮する必要がある。放射線核種が微
生物に影響する事例は特に菌類群集で調査
されている（Zhdanova et al. 1995; 2000）。さ
らには菌糸体内に放射線核種を吸収、蓄積す
るといった現象の他、群集構造の変化や、い
くつかの菌類の生育や挙動に影響する例も
報告されている（Dighton et al. 2008）。 
	 樹木実生は乾燥や栄養・光不足、病害など
で簡単に枯死しやすく、実生がその土地で定
着するには初期成長が重要なキーとなる。鉱
脈上や鉱山跡地に形成された森林群落には
特殊な森林植物生態系が存在するが、高濃度
の重金属を含有する土壌で生育可能な樹木
実生は、その生育初期過程で重金属に対する
耐性能力を獲得したと考えられる。これまで
の研究で研究代表者らは、鉱山跡地のリョウ
ブ実生から、成長や重金属耐性を促進する特
徴的な根部内生菌を数種類分離した。リョウ
ブ実生にこれらの内生菌を接種したところ、
1）根での重金属の高濃度吸収が抑制され、
2) 無機栄養成分の吸収による成長促進が確
認された。リョウブ実生は実生の段階で根に
機能的な内生菌を共存させ、重金属ストレス
耐性を増加させていることが解明された（渡
部、2008）。特に重金属耐性を付与させた内
生菌株は、重金属解毒物質を産生することで、
ストレス耐性を高めていると考えられる。以
上のように、重金属ストレス環境においては、
樹木と内生菌は、非汚染土壌における樹木と
根部内生菌の系よりも高度な相利的相互作
用を発達させてきたと考えられる。こうした
相互作用系に対する放射性物質の影響は全
く評価されていない。 
 
2. 研究の目的 
本研究では、重金属ストレス耐性が発達し
た樹木―根部内生菌共生系を対象に、放射性
Cs の内生菌への影響、および内生菌が関与す
る樹木実生のストレス耐性における影響を
解析することで、放射性 Cs が重金属汚染環
境における樹木実生のストレス耐性に与え
る影響を評価した。事前調査により、内生菌
による相互作用により重金属耐性を獲得し
ていることが明らかになった、鉱山跡地に自
生種であるリョウブを対象樹種として精査
した。具体的には、放射性 Cs の濃度、重金
属濃度の異なる 6 か所の調査地を設定し、リ
ョウブ内生菌の種類相や化学的機能を分析
して放射性 Cs や重金属が内生菌に与える影
響を統計学的解析に基づき評価した。化学的
機能としては、鉱山跡地のリョウブ根に Zn
が高濃度で含有されていた点を踏まえ、1）
リョウブの重金属耐性に関与すると考えら
れる Zn 錯体形成物質産生能、2）放射線スト
レス下での菌の耐性・定着に関与すると考え
られるメラニン色素産生能を分析した。また、
人工的に内生菌に段階的に γ線を照射し、放
射線が内生菌の生育や化学的機能に与える
影響をより明確にした。  
 
3. 研究の方法 
（1）鉱山跡地及び福島周辺に自生するリョ
ウブの含有元素及び内生菌の分離 
  ①調査地及び試料採取 
	 調査地は、茨城県及び群馬県の鉱山跡地の
林地 3 地点（鉱山跡地 1、2、3）、福島第一原
子力発電所から 50 km 圏内の林地 2 地点（福
島 1、2）、県境の北茨城林地（北茨城）の合
計 6 地点とした。2013 年〜2016 年の成長期
の夏期に、各調査地のリョウブ林から 5〜10
年生のリョウブを 10 個体及びその根圏土壌
を採取した。根圏土壌はリターと細根を除去
し風乾後、2 mm の篩を通過させた。植物体
は細根、枝、葉に分別し、水道水及び脱塩水
で洗浄した。 
 
  ②根圏土壌の含有無機元素分析 
	 風乾土壌は HNO3-HClO4分解後、誘導結合
プラズマ発光分光分析装置（ICP-OES）に供
し元素分析を行った。測定元素は、Cu、Ni、
Zn、Cd、Pb、Mn、放射性 Cs の植物吸収に関
わるとされる K の合計 7 元素とした。また、
根圏土壌の pH（H₂O）の測定も行った。 
 
	 ③植物体の含有無機元素分析 
	 洗浄後の植物体は洗浄後、80℃で 48 時間
乾燥させた。乾燥させた各試料は粉砕し、
HNO3 分解を行った。植物分解液は ICP-OES 
に供し、Cu、Ni、Zn、Cd、Pb、Mn 及び K の
測定を行った。 
 
	 ④植物体、根圏土壌の含有 137Cs 分析 
	 風乾細土及び乾燥植物体試料は電子天秤
で重量を測定した後、50 mL 容の U9 容器に
充填し Ge 半導体検出器を用いて 137Cs の濃度
を測定した。検出されたピーク面積を元に、
137Cs の濃度を算出し、放射能減衰計算式を用
いて 2011年 3月 11日時点での値を算出した。 
 
	 ⑤内生菌の分離及び出現頻度の解析 
①で示した洗浄後の 60 個体の細根を内生
菌分離に使用した。根の表面滅菌は 70 %エタ
ノール及び 15 %過酸化水素水で処理して行
った。滅菌水で洗浄後、滅菌済みの濾紙上で
風乾し、替刃滅菌メスを用いて 10 mm 程度に
切断した。切断した根を無作為に選び、1 % 
Malt extract（MA）培地上に置床し、室温暗
所下で 1 カ月培養した。切片数はリョウブ 1
個体につき 150 切片、調査地１ヶ所につき
1500 切片、全調査地合計で 9000 切片を分離
に使用した。培養後、出現した糸状菌コロニ
ーを確認し、出現数・出現率を算出した。主
要な内生菌であった 8 菌種 Acephala sp.、
Colletotrichum sp.、Cryptosporiopsis ericae、
Leptodontidium sp.、Lachnum sp.、Phialocephala 
fortinii、Rhizodermea veluwensis、Rhizoscyphus 
sp.に着目し出現数・出現率を確認した。 
 
（2）内生菌の機能解析 
	 ①内生菌の産生する Zn 錯体形成物質分析 
	 不溶性 Zn 添加 MA 培地（以下、Zn 培地と
する）は Martino et al.（2003）の方法に従っ
て調製した。分離した主要な 8 菌種のうち出
現率の低かった Leptodontidium sp.以外の 7 菌
種において各菌種につき 6 菌株を試験に供し
た。MA 培地上で 23℃暗所下 2 週間培養した
各菌株の生育先端をディスク（内径 5.5 mm）
として打ち抜き、Zn 培地に接種した。23℃暗
所下で培養し、7 日後及び 14 日後に各菌株の
生育直径とクリアゾーンの直径をそれぞれ 2
方向からノギスで計測した。Zn 錯体形成物質
産生能は、クリアーゾーン直径と生育直径の
差を、生育直径で除した値で評価した。 
 
	 ②内生菌の産生するメラニンの分析 
	 ①で使用した菌株をメラニン色素産生能
の測定に用いた（Chand et al., 2014）。各内生
菌株を MA 培地で、23℃暗所下で 2 週間培養
後、生育先端を Potato Dextrose（PDA）培地
に接種し、23℃暗所下で 3 週間生育させた。
その後、菌叢から 1~4 ディスク（内径 7 mm）
打ち抜き、色素抽出を行った。各菌株につき
１枚のシャーレから同様に打ち抜き、3 反復
とした。抽出色素は、紫外可視分光光度計で
405 nm における吸光度を測定し、検量線によ
って定量した。各試料の測定値を菌のコロニ
ー1 cm2 当たりの量に換算し、メラニンの濃
度（µg/ cm2）を算出した。 
 
（3）内生菌の出現頻度及び化学的機能に影
響する環境要因の統計解析 
	 ①非計量多次尺度法（nMDS；Non-metric 
Multi-dimensional Scaling）によるデータ解析 
	 解析には、3.2 で得られた根圏土壌 Pb、Cu、
Zn 及び 137Cs 濃度、主要な内生菌 8 菌種の出
現数、各菌株の Zn 錯体形成物質産生能とメ
ラニン色素産生量のデータを用いた。内生菌
の出現数と Pb、Cu、Zn および 137Cs 濃度から
Bray-Curtis の非類似度指数を算出し、リョウ
ブの個体差をマトリクスとして、nMDS 分析
を行った。次に、重金属及び 137Cs 濃度が内
生菌の出現数に影響を及ぼしているかどう
かについて parmutation（1000 回）による並べ
替え検定を行い nMDS上の分散への寄与率を
ベクトルで示し、有意であるか確認した。Zn
錯体形成物質産生能、メラニン色素産生量に
関しても同様の解析を行った。解析には R
（Ver. 3.2.1）パッケージの Vegan（Oksanen et 
al.，2015）の関数（ベクトル解析；envfit）を
用いた。 
 
	 ②一般線形混合モデル（GLMM；Generalized 
linear mixed model）によるデータ解析 
	 ①において根圏土壌の Pb、Cu、Zn および
137Cs 濃度が内生菌の出現数、Zn 錯体形成物
質産生能、メラニン色素産生量に有意に寄与
していることが確認されたため、それらと各
菌種の出現数、Zn 錯体形成物質産生能、メラ
ニン色素産生量との関係を GLMM により解
析した。調査地点によって調査時期が異なる
ことを考慮し、調査地点をランダム効果とし
て組み込んだ。出現数との関係性に関しては
GLMM（negative binomial、log、link function）
により、各菌種についてリョウブの各個体の
出現数を応答変数とし、土壌の Pb、Cu、Zn
および 137Cs 濃度を説明変数として解析した。
Zn 錯体形成物質産生能とメラニン色素産生
量に関しては、GLMM（gaussian、identity、link 
function）により、それぞれの結果の値を応答
変数、土壌の Pb、Cu、Zn および 137Cs 濃度を
説明変数として解析した。パッケージはとも
に glmmadmb を用いた。 
 
（4）γ線照射による内生菌の生育及び化学的
機能への影響 
	 鉱山跡地 1 のリョウブ根から分離された内
生菌に、段階的に γ線照射を行い、菌の生育
及び化学的機能の変動を調査することで重
金属環境における内生菌に与える放射線の
影響を解析することとした。出現頻度が高か
っ た Acephala sp. 、 Colletotrichum sp. 、 
Cryptosporiopsis ericae、重金属耐性への関与
が明らかになった Phialocephala fortinii、
Rhizodermea veluwensis、Rhizoscyphus sp. （渡
部、2008）を選択した。各菌種につき 6 菌株
選択し、MA 培地上で 23℃暗所下 2 週間前培
養した各菌株の生育先端をディスク（内径 5.5 
mm）として打ち抜き、1）MA 培地、2）Zn
培地、3）PDA 培地にそれぞれ接種した。接
種後、すぐに γ 線照射を行った。反復数は 3
とした 。各培地に接種した菌株は線量の総
量が 0 Gy、0.375 Gy、0.75 Gy、1.5 Gy となる
ように段階的に γ線照射を行った。照射後、
菌の生育、Zn 錯体形成物質産生能、メラニン
色素産生量に関して分析を行った。 
 
4．研究成果 
（1）内生菌出現頻度に影響する環境要因解
析 
	 nMDS の結果を任意の 2 次平面に図 1 に示
す。また、土壌の Pb、Cu、Zn および 137Cs
濃度の nMDS上の分散への寄与率をベクトル
で示した。ベクトルの大きさより、土壌の Pb、
Cu、Zn および 137Cs 濃度は内生菌の出現傾向
に対して有意に寄与していることが確認さ
れた（p<0.05）。チェルノブイリ原子力発電所
の事故後の調査でも菌類の出現傾向が変化
した報告は多くあり（Burlakova et al.，2001； 
Zhdanova et al.，2000）、137Cs が内生菌の種類
相に影響する可能性は十分に考えられた。ま
た、内生菌の種類相は 137Cs と重金属のどち
らの要因も影響すると考えられたため、どの
要因が強く影響するか解析する必要があっ
た。そこで、内生菌の出現数に関して、土壌
の Pb、Cu、Zn および 137Cs 濃度を説明変数に
した GLMM 解析を行ったが、すべての内生
菌種において出現数に有意に影響を与える
変数は確認されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 内生菌の出現数に関する nMDS 結果 
	 内生菌の出現数と Pb、Cu、Zn および 137Cs
濃度から Bray-Curtis の非類似度指数を算出
し、2 次元上にプロットした。プロットが近
いものは類似度が高いことを示す。矢印は Pb、
Cu、Zn および 137Cs 濃度のプロット内変異へ
の寄与の方向および大きさを示す（p<0.05）。
赤は鉱山跡地 1、オレンジは鉱山跡地 2、黄
は鉱山跡地 3、水色は福島 1、青は福島 2、緑
は北茨城の調査地データを示す。 
 
	 以上のことから、各内生菌種の出現数は
137Cs と重金属にある程度影響を受けて増減
があるものの、全体としては糸状菌相に大き
な変化がないことが示唆された。 
 
（2）内生菌の化学的機能に影響する環境要
因解析 
	 nMDS の結果、Zn 錯体形成物質産生能、メ
ラニン色素産生量に関しても土壌の Pb、Cu、
Zn および 137Cs 濃度が有意に寄与しているこ
とが確認された。Zn 錯体形成物質産生能とメ
ラニン色素産生量に関して、土壌の Pb、Cu、
Znおよび 137Cs濃度を説明変数にした GLMM
解析を行った結果、Acephala sp．の Zn 錯体
形成物質産生能と土壌 Pb 濃度に有意な負の
相関、Colletotrichum sp．の Zn 錯体形成物質
産生能と土壌 Pb に有意な正の相関、
Colletotrichum sp．の Zn 錯体形成物質産生能
と土壌 137Cs 濃度に有意な正の相関が確認さ
れた。放射線が菌類の代謝産物の合成に関わ
る遺伝子発現に影響するという報告がある
ことから（Kimura et al.，2006）、Zn 錯体形成
物質産生能に 137Cs が影響した可能性が示唆
された。菌の Zn 錯体形成物質産生能やシデ
ロフォア産生能に対する Pb の影響に関する
報告はないため今後関係性を把握していく
必要がある。Acephala sp．においてはメラニ
ン色素産生量と土壌 137Cs 濃度に有意な正の
相関が確認された。メラニン色素は菌の放射
線耐性に有用であると報告されている
（Bohac et al.，1989）。紫外線と同様に菌が放
射線の影響を受け放射線防御のためにメラ
ニン色素産生量を増加させた可能性が考え
られた。 
	 以上の解析により、重金属耐性に関与する
と考えられるリョウブ内生菌は放射性 Cs の
影響をある程度受ける可能性が考えられた
が、植物の重金属耐性への寄与には大きな変
化がないとが考えられた。 
 
（3）γ線照射による内生菌の生育及び化学的
機能への影響 
	 Acephala sp.及び P. fortinii においては、γ線
の照射により生育が有意に増加・減少、変化
がなかった菌株が確認された。Colletotrichum 
sp.、C. ericae 及び Rhizoscyphus sp．は γ線の
照射により生育が有意に増加、変化がなかっ
た菌株が確認され、R. veluwensis は有意に減
少、変化がなかった菌株が確認された。最大
で 1.5 Gy という今回の照射レベルの放射線
にはリョウブの内生菌株は耐性を有し生育
できると考えられた。Zn 錯体形成物質産生能
については、Colletotrichum sp.、C. ericae にお
いて γ線照射により有意に増加・減少、変化
がなかった菌株が確認された。メラニン色素
産生量については、Acephala sp.及び P. fortinii
において、γ 線照射により増加・減少する菌
株が確認された。代謝変動は放射線による変
異確率に従い発生する（Ragon et al, 2011）こ
とから、Zn 錯体形成物質やメラニンの産生へ
の影響は均一でないと考えられた。 
 
本研究により、重金属耐性に関与する主要
なリョウブ内生菌は 137Cs の影響をある程度
受けるが出現数・生長・化学的機能は維持さ
れ、植物の重金属耐性への寄与には大きな変
動が生じないという可能性が示唆された。今
後は長期の低線量被ばくの菌への影響も検
討する必要があると考える。 
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